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Resumo

A mitocondria € um organelo celular que possui o seu proprio genoma, o ADN
mitocondrial (ADNmt). Apesar de bastante pequeno quando comparado com o ADN nuclear
(ADNn), mutacdes ao nivel do ADNmt sdo bastante frequentes devido a falta de mecanismos
de protecao e de reparacao, provocando disfuncées no mecanismo de fosforilacao oxidativa,
o que afeta essencialmente orgaos e tecidos com grande demanda de energia, como € o caso
dos musculos e do cérebro. Dado que os métodos convencionais de tratamento destas
desordens mitocondriais se tém revelado ineficazes, torna-se crucial o desenvolvimento de
protocolos terapéuticos inovadores e eficientes, dos quais se destaca a terapia génica
mitocondrial (TGM).

Com este projeto tentamos desenvolver um novo sistema capaz de entregar de forma
eficaz o ADN plasmidico (ADNp) a mitocondria para uma possivel utilizacdo em TGM. Assim, o
presente trabalho pode ser dividido em duas partes principais: uma primeira parte que inclui
a sintese e caracterizacao de nanosistemas a base de ADNp e do polimero polietilenimina
(PEl), e incorporacdo de compostos mitocondriotropicos capazes de direcionar os sistemas
para a mitocondria; e uma segunda parte que integra estudos in vitro para testar a
capacidade de transfecao celular das nanoparticulas e a sua afinidade de direcionamento
para a mitocondria.

Os sistemas em estudo demonstraram ser biocompativeis, com eficiéncias de
encapsulacdo de ADNp elevadas, apresentam forma esférica ou oval com tamanhos inferiores
a 300 nm e possuem potenciais zeta positivos, o que os torna adequados para uso em
protocolos de TGM.

Os sistemas foram internalizados nas células e direcionados para a mitocondria com
sucesso. Estes resultados demonstram que a sintese de novos vetores com afinidade
mitocondrial pode constituir um grande avanco na correcao de defeitos mitocondriais,
oferecendo uma nova estratégia terapéutica no combate a diversas patologias como o cancro

e doencas neuromusculares e neurodegenerativas.

Palavras-chave:

Terapia génica mitocondrial, mitocondria, nanoparticulas, ADNmt, ADNp
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Abstract

Mitochondrion is a cellular organelle that has its own genome, mitochondrial DNA.
Although quite small compared to nuclear DNA, mutations in mitochondrial DNA are quite
frequent due to the lack of protection and repair mechanisms, causing dysfunctions in the
mechanism of oxidative phosphorylation, which essentially affects organs and tissues with
large energy demand, as is the case of muscles and brain. Since conventional methods of
treatment of these mitochondrial disorders have proved to be ineffective, the development
of innovative and efficient therapeutic protocols, of which mitochondrial gene therapy (TGM)
stands out, is crucial.

With this project we tried to develop a new system capable of efficiently deliver
plasmid DNA to mitochondria for possible use in TGM. Thus, the present work can be divided
into two main parts: a first part that includes the synthesis and characterization of
nanosystems based on plasmid DNA and polyethyleneimine polymer, and incorporation of
mitochondriotropic compounds capable of directing the systems to mitochondria; and a
second part which integrates in vitro studies to test the cellular transfection capacity of the
nanoparticles and their mitochondria targeting affinity.

The systems under study have been shown to be biocompatible, with high
encapsulation efficiencies of plasmid DNA, presenting spherical or oval shape with sizes
smaller than 300 nm and positive zeta potentials, which make them suitable to be used in
TGM protocols.

The systems were cell internalized and targeted to the mitochondria with success.
These results demonstrate that the synthesis of new vectors with mitochondrial affinity may
constitute a major advance in the correction of mitochondrial defects, offering a new
therapeutic strategy in the fight against several pathologies such as cancer and

neuromuscular and neurodegenerative diseases.
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Capitulo 1- Introducao

0 genoma humano é o conjunto de informacado genética armazenada dentro dos 23
pares de cromossomas que se encontram no nlcleo das células, mas também inclui uma
pequena molécula circular de cadeia dupla situada na mitocondria, o ADN mitocondrial
(ADNmt).

O ADNmt, com aproximadamente 16 kbp, contém 37 genes [1] responsaveis por
codificar 13 proteinas que participam na cadeia de fosforilacao oxidativa, 2 ARN ribossomais
(ARNr) e 22 ARN de transferéncia (ARNt) [2]. E através deste processo de fosforilacdo
oxidativa que a mitocondria converte a energia bioquimica presente nos alimentos, em
adenosina trifosfato (ATP), por oxidacao dos nutrientes que estes possuem [3]. Disfuncées no
ADNmt levam a um funcionamento desadequado do mecanismo de fosforilacao oxidativa, o
que faz com que as necessidades celulares de ATP nao sejam saciadas [4].

Mutacdes no genoma mitocondrial estdo associadas a varias sindromes metabdlicas e
degenerativas neuromusculares que envolvem tecidos que requerem altos niveis de energia,
como o cérebro, o coracdo e os musculos [1]. Estudos sugerem que 1 em cada 8000 individuos
sdo portadores de um distlrbio genético no ADNmt ou sdo afetados por uma mutacdo
patogénica do mesmo [4].

A terapia génica tem vindo, cada vez mais, a emergir no que diz respeito ao
tratamento de distirbios relacionados com mutagées no ADNmt. Esta terapia consiste na
introducao de material genético nas células com o objetivo de tratar ou corrigir um gene
deficiente responsavel por uma doenca [5]. Como tal, a terapia génica mitocondrial (TGM)
parece ser uma potencial estratégia para o tratamento de disfuncdées mitocondriais. O uso de
um vetor terapéutico a base de ADNmt em conjunto com compostos mitocondriotropicos,
compostos com afinidade pela mitocondria, como a rodamina ou o trifenilfosfonio (TPP),
incorporados em nanosistemas, pode ser considerado uma potencial ferramenta no
restabelecimento das funcdes normais deste organelo celular e por isso novas mudancas e
estratégias devem ser testadas de modo a melhorar cada vez mais este método terapéutico.
Nanotransportadores desenvolvidos recentemente sao capazes de contornar o sistema
imunitario inato, garantem protecdo contra a degradacdo enzimatica, possuem efeitos
colaterais reduzidos, sdo seguros e apresentam uma boa biodistribuicdo, ndo sao toxicos para
o organismo, a possibilidade de inflamacao é reduzida e garantem que a carga terapéutica é
libertada no compartimento celular desejado [6].

A incorporacdo de um vetor terapéutico é potencialmente vantajoso no que diz
respeito ao restabelecimento do metabolismo energético da fosforilacao oxidativa em células
mutadas e representa uma abordagem inovadora no tratamento de disfuncdes mitocondriais.

Os vetores virais foram, em tempos, os sistemas de entrega de genes mais comuns

usados na terapia génica devido a sua alta taxa de infecdo e capacidade de integrar genes



terapéuticos no cromossoma hospedeiro de modo a assegurar uma expressao génica estavel e
a longo prazo. Contudo, a sua utilizacdo na terapia génica diminuiu ao longo do tempo devido
a falta de seguranca associada a efeitos adversos fatais relatados em estudos anteriores [7].
Enquanto isso, o desenvolvimento de vetores n&o-virais para entrega de acido
desoxirribonucleico (ADN) tem vindo a atrair muita atencao nos Gltimos tempos devido as suas
caracteristicas de seguranca aprimoradas, alta viabilidade celular, reduzida toxicidade e
rapidez de fabrico [8-10].

A polietilenimina (PEl) é um polimero catiénico sintético utilizado em diversas
aplicacbes, entre as quais, a terapia génica. O mondémero basico de PEIl possui um esqueleto
de dois carbonos seguido por um atomo de azoto, e pode ser sintetizado nas formas lineares
(PEIl) ou ramificadas (PEIr) [11]. Os sistemas de PEI/ADN sao dos vetores nao-virais mais
eficazes [12]. Os grupos amina cationicos do PEI ligam-se aos grupos fosfato aniénicos do ADN
por atracdes eletrostaticas de modo a neutralizar cargas e fazendo com que o ADN se
condense em agregados estaveis e individuais facilitando a sua endocitose e protegendo-os
contra a degradacdo enzimatica antes da sua entrada no nucleo das células [12], [13].

Para que a TGM tenha sucesso é essencial que esta siga trés regras importantes.
Primeiro, a entrega de material genético deve ser feita ao organelo correto, neste caso, as
mitocondrias. Segundo, deve ser obtido um efeito benéfico sobre a funcdo mitocondrial
quando aplicada a células vivas. Terceiro, a modulacdo da funcdo mitocondrial através da

TGM deve ocorrer in vivo e ter um efeito terapéutico significativo [14].

1.1 Mitocondria

As mitocondrias sao organelos encontrados em células eucaridticas que utilizam o
oxigénio para transformar a energia proveniente dos metabolitos em energia de facil acesso
as células. Essa energia acumula-se em compostos transitérios e ricos em ligacoes
energéticas, sendo o principal a adenosina trifosfato (ATP) [3], [15]. Estes organelos
desempenham um papel fulcral ndo sé no metabolismo energético celular, mas também na
homeostase do calcio, na producao e regulacao de espécies reativas de oxigénio (ERO), na
apoptose, no envelhecimento e no desenvolvimento celular [16]. Assim sendo, a disfuncao
deste organelo esta associada a uma grande variedade de doencas degenerativas e
metabdlicas, cancro e envelhecimento, uma vez que todas estas manifestacdes clinicas

resultam da bioenergética celular [17].

1.1.1 Estrutura e funcao

As mitocondrias (figura 1) sdo pequenos organelos citoplasmaticos (0.5 a 1 pym) de

forma tubular, estando presentes entre 10-100 copias por célula somatica [15], [18]. Sao



delimitadas por uma membrana externa e uma membrana interna que delineiam dois
compartimentos distintos: um espaco aquoso intermembranar e o espaco da matriz
mitocondrial mais interno. A membrana externa é permeavel e permite a difusao passiva de
moléculas de baixo peso molecular (até 10 kDa) através de uma familia de proteinas
formadoras de canais denominadas porinas. A membrana interna possui multiplas dobras,
conhecidas como cristas, que aumentam a sua area superficial efetiva. Esta membrana,
quando comparada com a externa, é relativamente impermeavel, exceto para canais de
transporte ativo especificos, permitindo que um gradiente eletroquimico seja estabelecido
através dela, e restringindo a entrada de moléculas polares que nao possuem esses
transportadores [15], [19].

Através da membrana interna, sao incorporados os cinco complexos do mecanismo de
fosforilacdo oxidativa, enquanto que no espaco matricial ocorre o ciclo do acido citrico, a B-

oxidacao e o ciclo da ureia [19].

ATP sintase
Membrana Externa
Cristas /
\ Membrana Interna

Matriz

/

.

Ribossomas

Porinas

Figura 1 - Morfologia da mitocondria. Adaptado de [20].

A mitocondria desempenha um papel crucial no crescimento, desenvolvimento e
manutencao de processos vitais, sendo considerada a forca motriz da célula. Para além da sua
funcao central que é a producao de energia na forma de ATP através do mecanismo de
fosforilacdo oxidativa e por via da cadeia transportadora de eletroes, estes organelos também
estao envolvidos em inimeros outros processos celulares, como a homeostase de ides,

movimentos dinamicos de fusdo e fissdo necessarios para uma correta atividade respiratoria e



eficiéncia metabdlica, producao e regulacao de moléculas sinalizadoras e metabolitos toxicos
como ERO, morte celular necrotica e apoptotica, bem como no controlo do ciclo celular e

crescimento celular [14], [21]-[24].

1.1.2 ADN mitocondrial

A informacéo genética humana pode ser encontrada na forma de ADN nuclear (ADNn),
mas também numa segunda forma de genoma especifico da mitocondria, o ADNmt.

O ADNmt (figura 2) consiste numa molécula circular de cadeia dupla com,
aproximadamente, 16 kpb que contém 37 genes dos quais 13 codificam proteinas envolvidas
na cadeia transportadora de eletroes e fosforilacao oxidativa. As subunidades proteicas dos
complexos respiratorios I, lll, IV e V sao codificadas pelo ADNmt, enquanto que a subunidade
proteica do complexo Il é codificada pelo genoma nuclear [25]. Além disso, codifica também
2 ARNr (16S e 12S) e 22 ARNt que sdo necessarios para a traducdo das proteinas codificadas
pelo genoma mitocondrial [2]. Embora todas as proteinas codificadas pelo genoma
mitocondrial sejam exclusivas deste organelo, a maioria das proteinas mitocondriais sao
codificadas no nlcleo, sintetizadas no citoplasma e, por fim, direcionadas para a mitocondria

por sequéncias de direcionamento especificas [26].

Cadeia pesada

Cadeia leve

© Complexo |

© Complexo 1!
© Complexo IV
= O ATP Sintase
Q @ ARN de transferéncia L
M © ARN ribossomal S
© Regido de controlo de ADN H

Figura 2 - Mapa do ADN mitocondrial humano, mostrando os genes que codificam as proteinas do
complexo I, a NADH desidrogenase (ND1 a ND6), o citocromo b do complexo Ill (Cyt b), as subunidades
do complexo IV (COI a COIll) e duas subunidades da ATP sintase (ATPase6 e ATPase8). Estdao também
representados os genes para ARN’s ribossdmicos (16S rRNA e 12S rRNA) e para varios ARN’s de
transferéncia especificos para a mitocondria. Adaptado de [20].



A replicacao do ADNmt € um processo continuo e nao € controlado pelo ciclo celular
[27]. Atualmente, sdo sugeridos trés modelos de replicacdo: deslocamento de cadeias,
acoplamento de cadeias e incorporacdao de acido ribonucleico (ARN) ao longo da cadeia
retardada, representados na figura 3 [28], [29].

No primeiro modelo (figura 3A) a sintese da cadeia pesada inicia-se dentro da regiao
“D-loop” nao codificante, num local designado por Oy (origem de replicacao da cadeia
pesada). A medida que a sintese continua, os intermediarios da replicacdo acumulam uma
cadeia pesada progenitora deslocada, progressivamente maior, mantida na forma de cadeia
simples. Quando atinge cerca de dois tercos da distancia ao redor do genoma, a origem da
sintese da cadeia leve (0,) retardada € exposta, permitindo o inicio da replicacao da mesma e
a continuacdo do processo de sintese. A replicacao é unidirecional, continua, assimétrica e
assincrona [29], [30].

0 segundo modelo (figura 3B) parece apenas ocorrer quando as células se recuperam

de mutacdes no ADNmt induzidas pelo brometo de etidio. Este sugere que para além da
regiao “D-loop” ha uma regidao de iniciacdo de replicacdo em que ambas as cadeias sao
sintetizadas em ambas as direcées até, finalmente, parar na regido “D-loop” [29], [31].
0 terceiro e ultimo modelo (figura 3C) baseia-se na incorporacao de ARN em toda a cadeia
retardada. A replicacdo inicia-se em Oy e a sintese de ADN progride com a incorporacao
paralela de ARN na cadeia retardada. Em algum momento, em O, inicia-se a sintese de ADN e
0 ARN da cadeia retardada é substituido ou convertido em ADN [29], [32].

A

o/

O O
OO0 OL

Figura 3 - Modelos de replicacdo do ADNmt de mamiferos. (A) deslocamento de cadeias; (B)
acoplamento de cadeias; (C) incorporacao de ARN ao longo da cadeia retardada. Oy e O, representam a
origem da sintese da cadeia pesada e da cadeia leve, respetivamente. Adaptado de [27].
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1.1.2.1 Hereditariedade do genoma mitocondrial

Em mamiferos, normalmente, o ADNmt é herdado antes da fertilizacao [33] e apos a
replicacdo do mesmo [34]. Este método de heranca sugere que as copias de ADNmt feitas
sejam idénticas (homoplasmia). No entanto, outros estudos revelam que nao é assim tao raro
que duas copias diferentes de ADNmt, “wild-type” e mutante, estejam presentes na
mitocondria (heteroplasmia) [35], [36].

O ADNmt é herdado, na maioria dos animais, das mitocondrias do odcito, o que torna
a heranca apenas materna [37]. Embora a heranca materna do genoma mitocondrial seja
conservada em muitas espécies, ainda nao € bem compreendido porque é que as mitocondrias
e o ADNmt paternos devem ser eliminados dos zigotos. No entanto, existem trés justificacoes
possiveis para que nao ocorra heranca paterna do genoma mitocondrial: 1) as mitocondrias
e/ou o ADNmt podem ser fortemente danificados por ERO produzidas durante a
espermatogénese ou pelo longo percurso dos espermatozoides; 2) a heranca uniparental pode
prevenir a heteroplasmia; 3) a heranca uniparental pode prevenir de ADNmt potencialmente
deletério [38].

Contudo, a heranca uniparental nao explica o porqué de uma mae saudavel dar
origem a uma crianca com elevada percentagem de ADNmt mutado. Uma possivel explicacao,
e a mais bem aceite até hoje, sugere que uma mae saudavel pode dar a luz uma crianca
doente desde que ela possua algum ADNmt mutante [39]-[41].

A ideia (figura 4) é que no odcito primario seja selecionado aleatoriamente um
pequeno nimero de mitocondrias maternas. Quando o oodcito se torna maduro ha uma
expansao do pouco ADNmt escolhido, e como o espermatozoide nao contribui com
mitocondrias, se o ADNmt selecionado corresponder a uma elevada percentagem de ADNmt
mutado significa que o descendente tera, efetivamente, uma doenga grave mesmo que a mae
seja saudavel [39], [42].

O grau de heteroplasmia pode variar de tecido para tecido e de individuo para
individuo. Quando a percentagem de copias mutantes ultrapassa um ponto critico, podera
aparecer um novo fenotipo mutante que toma o lugar do fenotipo normal. Esse processo é
conhecido como efeito de limiar [43]. Embora o valor necessario para atingir o limiar varie
para diferentes tecidos e para o tipo de mutacao, isso explica porque é que maes saudaveis

podem ter filhos doentes.
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Figura 4 - Heteroplasmia do ADNmt. As mitocondrias sdo aleatoriamente segregadas através do processo
de divisao celular para os odcitos primarios. Entdo, dependendo da quantidade de mitocondrias
mutantes adquiridas, os odcitos maduros podem ter diferentes niveis de mutacdo. Adaptado de [35].

1.1.2.2 Mutacgdes e doencas mitocondriais

As mitocondrias estdo associadas a muitos distlrbios e doencas hereditarias, tais
como doencas neurodegenerativas, cardiomiopatias, cancro, sindrome metabdlica e
obesidade. As doencas mitocondriais podem afetar qualquer sistema organico, manifestar-se
em qualquer idade e podem ser herdados de cromossomas somaticos, do cromossoma X, ou
maternalmente. Mutacdes patogénicas do ADNmt sdo uma causa significativa de doencas
humanas, afetando milhdes de individuos em todo o mundo e, atualmente, ndo ha cura para
distUrbios mitocondriais e os tratamentos existentes sao apenas direcionados para o alivio dos
sintomas [4], [44].

A principal funcdo das mitocondrias é a producao de ATP através da fosforilacdo
oxidativa, e além disso também participam em varios outros processos. As doencas
mitocondriais caracterizam-se, na sua maioria, por uma deficiéncia na producdo de energia,
em que um ou mais dos complexos intervenientes no processo de fosforilacao oxidativa sao
disfuncionais, disfuncao essa que em conjunto com outros fatores provoca um ciclo vicioso
(figura 5) [45], [46].
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Figura 5 - Paradigma mitocondrial que explica as complexidades genéticas e fenotipicas da disfuncao
mitocondrial. Adaptado de [39].

0 genoma mitocondrial € muito vulneravel a mutacdes devido a sua proximidade a
locais de producdo de ERO e porque nao é protegido por histonas ou membranas [47].
Atualmente, sdo conhecidas cerca de 250 mutacoes patogénicas do ADNmt [48]e o fendtipo da
doenca depende da heteroplasmia do ADNmt a da sua percentagem de limiar nas células (60 -
90% de ADNmt mutado) [18], [49].

As apresentacodes clinicas das doencas mitocondriais sdo muito variaveis e os sintomas
muitas vezes sao vagos e inespecificos num estado inicial. Envolvem, geralmente, 6rgdos com
grande necessidade de energia, nomeadamente o cérebro e os musculos [50]. Alguns dos
tecidos afetados por doencas mitocondriais sao [51]-[54]:

1. Musculos: manifestam falta de energia e intolerancia ao exercicio devido ao baixo
tonus muscular (hipotonia). Célicas e dores musculares também sao observadas.

2. Cérebro: problemas mentais como deméncia, transtornos mentais, atraso no
desenvolvimento e distlrbios neuropsiquiatricos. Episddios de acidente vascular
cerebral sao muito comuns.

3. Coracao: miopatia, bloqueios cardiacos e arritmias.

4. Rins: disfuncao tubular renal proximal que resulta em perda de eletrélitos.

5. Olhos: neuropatia dtica e retinite pigmentosa que geralmente levam a alguma perda

de visao e, em alguns casos, perda permanente.



6. Ouvidos: perda auditiva neuro-sensorial, que resulta em surdez.
7. Sistema endodcrino: perda de peso, diabetes, hipoparatiroidismo e disfuncao

pancreatica exocrina.

Tém sido observadas mutacdes em todo o genoma mitocondrial e algumas doencas
especificas sdao frequentemente associadas a mutagcdes em genes mitocondriais especificos e
no ARNt mitocondrial, enquanto mutacdées no ARNr parecem ser menos frequentes (tabela 1).

Mutacoes somaticas, mutacdes que nao estavam presentes nas células germinativas,
mas ocorreram ao longo do tempo, podem ocorrer na mitocondria. Mutacdes pontuais e
delecdes sao as mais comuns. As mutacdes pontuais ocorrem essencialmente devido a trés
fatores: substituicao de base causada por erros na polimerase y (poly) [55]; proximidade com
locais de formacao de ERO e auséncia de histonas.

Mutacoes nos genes do ADNmt sdao uma causa bastante frequente de citopatia
mitocondrial, resultando numa enorme variedade de fendtipos clinicos associados a
disfuncoes metabdlicas severas, incluindo cardiomiopatia progressiva, encefalopatia,
leucodistrofia, sindrome de Leigh ou sindrome das fibras vermelhas irregulares e sintomas
prematuros relacionados com a idade [42], [56]-[65]. Além disso, mutacdes e/ou polimorfismo
de variancia nos genes mitocondriais estdao relacionados com as doencas de Parkinson,
Huntington e Alzheimer, diabetes e maior suscetibilidade de desenvolvimento de cancro [35],
[66]-[73].
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Tabela 1 - Patologias e respetivas manifestacdes clinicas associadas a mutacdes do genoma

mitocondrial. Adaptado de [42], [74].

Patologia

Sintomas

Mutacdo mitocondrial

Sindrome de Leigh

Periodos agudos de regressao do
neuro desenvolvimento seguidos

de recuperacao parcial,

hipotonia, distonia, hipopneia,
disfagia, epilepsia, défice de
crescimento, encefalopatia e
lesdes nos ganglios basais e no

tronco encefalico.

ND3

ND5

ND6
ATPase6

Neuropatia 6tica
hereditaria de Leber

Perda visual bilateral indolor
subaguda. Pode também incluir

distonia, sindromes de pré-

excitacao cardiaca e pode estar

associada a sintomas
semelhantes a esclerose

multipla (sindrome de Harding)

ND1
ND4
NDé6

Fraqueza muscular
neurogénica, ataxia e
retinite pigmentosa

Danos nos nervos,falta de

coordenacao muscular e perda

parcial ou total da visao.
Também pode incluir
convulsoes, dificuldade de
aprendizagem, deméncia,
fraqueza muscular,
anormalidades dos ganglios

basais, perda auditiva, baixa
estatura, defeitos de conducao
cardiaca, apneia obstrutiva do

sono e distirbios
neuropsiquiatricos.

ATPase6

Miopatia mitocondrial,
encefalopatia, acidose
lactica e episodios de

acidente vascular cerebral

Pode incluir surdez, diabetes

mellitus, retinopatia

pigmentada, cardiomiopatia,
ataxia cerebelar, convulsoes,
encefalopatia, acidose lactica e

miopatia mitocondrial

ND1
ND5

Sindrome de Pearson

Anemia sideroblastica da

infancia associada a disfuncao
pancreatica exdcrina e / ou

enddcrina, pancitopenia e
tubulopatia renal

Delecao

Epilepsia mioclénica com
fibras vermelhas
irregulares

Epilepsia mioclonica

progressiva, ataxia, fraqueza.

Também pode incluir

retinopatia pigmentada, perda

auditiva, acidose lactica,

espasticidade e defeitos de

conducao cardiaca

ARNt (Leucina e Lisina)

Sindrome de Kearns-Sayre

Retinopatia pigmentar, niveis
proteicos elevados no LCR,
ataxia cerebelar, anormalidades

na conducao cardiaca,

miopatia, diabetes mellitus,
surdez, fraqueza bulbar e

deméncia

Delecao




1.1.2.3 Envelhecimento

O processo de envelhecimento é caracterizado pela perda de funcdes fisiologicas e
um aumento da probabilidade de desenvolver uma doenca e morte. Acredita-se que estas
mudancas que acontecem em todos os organismos estejam relacionadas com o declinio da
atividade metabolica e, consequentemente, com as mitocondrias.

Ao longo dos anos, o ADNmt sofre mutacdes, o que causa uma diminuicao da funcao
bioenergética mitocondrial, contribuindo para o envelhecimento. Em condicées normais, as
mitocondrias produzem pouca quantidade de ERO que podem ser facilmente removidas
através de agentes antioxidantes e enzimas. No entanto, estes organelos nao possuem
mecanismos de protecao e o dano oxidativo causa mutacées no ADNmt. A acumulacao de
ADNmt mutante resulta na disfuncdo da cadeia respiratoria, aumentando os niveis de
producao de ERO e, consequentemente, aumentam também os danos oxidativos. Tudo isto
leva ao declinio das funcdes celulares e teciduais, diminuindo também a quantidade de

energia produzida e resultando em apoptose [75]-[77].

1.1.2.4 Diagnostico e tratamento

No que diz respeito ao diagndstico de doencas mitocondrias, este € muito complexo.
A heteroplasmia do ADNmt, a falta de um genoétipo claro, interacées fenotipicas e a complexa
relacdo entre o genoma mitocondrial e nuclear sdo fatores que dificultam o diagnéstico de
patologias mitocondriais. O diagnodstico laboratorial envolve a recolha de muitos tipos de
informacdo, desde clinica, a histoquimica, bioquimica e genética, permitindo o
desenvolvimento de algoritmos de diagndstico racional (figura 6) [42], [78].

Em ensaios clinicos de larga escala, ainda nenhum farmaco mostrou total eficacia no
tratamento deste tipo de doencas [79]. Nesse sentido, precisam ser desenvolvidas novas
terapias e abordagens de tratamento para doentes com desordens mitocondriais. A terapia
génica, da qual falarei mais adiante, oferece uma interessante alternativa as estratégias

terapéuticas ja aplicadas [4].
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Figura 6 - Algoritmo de diagndstico para suspeitas de doencas mitocondriais. O diagnostico depende da
historia do paciente, dos sintomas clinicos e dos exames laboratoriais e genéticos. (-) negativo; (+)
positivo; (LCR) liquido cefalorraquidiano; (FGF21) fator de crescimento de fibroblastos 21; (GDF15) fator

15 de crescimento/diferenciacao. Adaptado de [36].

1.1.2.5 Mecanismos de reparacao

Nas ultimas décadas confirmou-se que as mitocondrias possuem mecanismos eficazes

no reparo de danos do ADNmt. A primeira via de reparo que foi descrita e que ocorre em

mitocondrias de mamiferos foi o mecanismo de excisdao de bases (MEB). Este mecanismo,

representado na figura 7, repara lesdes causadas por alquilacdo, desaminacdo ou oxidacao
causados por ERO [80], [81].

12



Inicia-se com o reconhecimento do dano seguido por etapas de processamento
enzimatico que visam remover a lesdo e restaurar a integridade genéomica. O MEB facilita o
reparo do ADN danificado através de duas vias gerais: o de curta duracdo (MEBcd) leva ao
reparo de um Unico nucleotideo, enquanto o de longa duracao (MEBLd) leva ao reparo de pelo
menos dois nucleotideos [77], [80], [81].

O primeiro passo deste mecanismo é catalisado por ADN glicosilases, que sao
responsaveis pelo reconhecimento inicial da lesdo. O reparo dessas lesbes promove a
migracdo de varios processos enzimaticos para induzir quebras na cadeia simples de ADN e
criacdo espontanea de locais purinicos/apirimidinicos (AP). Entre esses processos, a
endonuclease AP1 (EAP1) é a mais importante e indispensavel enzima para a clivagem desses
locais e a continuacao da reparacao [77], [80], [81].

Uma vez que o sitio AP foi clivado por EAP1, o passo seguinte na via é catalisado por
uma polimerase gama de ADN (poly), que insere o(s) nucleotido(s) correto(s) no intervalo
gerado. Durante o MEBcd, um Unico nucleotideo é incorporado no local lesado pela poly,
enquanto o MEBLd envolve a incorporacao de varios nucleotideos e enzimas adicionais [77],
[801, [81].

0 passo final do MEB mitocondrial é o fecho da clivagem, catalisado pela ADN ligase Il
[771, [801, [81].
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Figura 7 - Mecanismo de reparacao por excisao de bases. Adaptado de [71].
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1.1.3 Papel das mitocondrias em células vivas

1.1.3.1 Producao de energia

O processo de fosforilacdo oxidativa permite que a mitocondria converta a energia
bioquimica armazenada nos alimentos em ATP, através da oxidacao dos nutrientes [3]. Este
processo resulta da cadeia respiratéoria mitocondrial que possui quatro complexos
polipeptidicos de mdltiplas subunidades localizados na membrana interna mitocondrial [20].

A fosforilacao oxidativa (figura 8) inicia-se com a entrada de eletrées na cadeia
respiratoria através do complexo | (NADH desidrogenase ou ubiquinona oxirredutase) ou do
complexo Il (succinato desidrogenase ou succinato-coenzima Q redutase). Esses eletroes sao
posteriormente transferidos para o complexo Il (citocromo b-c1 ou ubiquinona ou citocromo ¢
oxirredutase), depois para o citocromo c e, finalmente, para o complexo IV (citocromo
oxidase). Este ultimo é a enzima terminal da cadeia respiratoria, e tem a funcdo de
transportar os eletroes do citocromo c para o oxigénio molecular, reduzindo-o a agua [17],
[20], [82].

Todo este processo acaba por criar um potencial de membrana que promove a
mudanca conformacional do complexo V (ATP sintase), catalisando a conversao de adenosina

difosfato (ADP) e fosfato inorganico (Pi) em ATP [15].
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Figura 8 - Mecanismo de producéo de energia. Os eletroes do NADH e de outros substratos oxidaveis
passam através de uma cadeia de transportadores dispostos na membrana interna. O fluxo de eletroes é
acompanhado por uma transferéncia de protdes através da membrana, produzindo um gradiente
quimico e elétrico. A membrana mitocondrial interna é impermeavel aos protdes, pelo que estes s6
podem voltar a entrar na matriz apenas através de canais especificos (Fy). A forca motriz que conduz os
protdes de volta a matriz fornece energia para a sintese de ATP, catalisada pela associacao de Fj a F;.
Adaptado de [76].
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1.1.3.2 Producao e regulacao de ERO

As ERO, sado derivados do oxigénio, que sao oxidados e facilmente convertidos em
radicais livres [83]. Tém sido descritas diversas perturbacdes induzidas pelas ERO
mitocondriais que afetam funcées celulares como a diferenciacao, proliferacao e apoptose, o
que pode levar, tanto individual como coletivamente, a uma catastrofe energética celular.

Todos os complexos enzimaticos mitocondriais podem gerar ERO ou contribuir para o
seu aparecimento [84]. As ERO sdo produzidas pelas mitocondrias durante o metabolismo
oxidativo através da reducdao de um eletrao de oxigénio molecular (O,), dando origem ao
aniao superodxido (0,"). Este anido é a ERO produzida pelas mitocondrias e €, posteriormente,
convertido em perdxido de hidrogénio (H,0;) através da acao da superoxido dismutase [85]. O
H,0, é entéo reduzido a agua ou radical hidroxilo (OH"). A formacao deste radical é catalisada
por metais de transicao reduzidos, que por sua vez podem voltar a ser reduzidos pelo aniao
superoxido, propagando este processo [85], [86].

Devido a natureza mutagénica de muitas das lesdes induzidas por ERO, acredita-se
que os radicais livres mitocondriais sejam uma importante fonte de mutacées do ADNmt e
instabilidade do ADN [44], [77], [86].

1.1.3.3 Regulacao de Calcio

0 célcio (Ca*") é um importante regulador da funcdo mitocondrial e estimula a sintese
de ATP. A desregulacio da homeostase mitocondrial de Ca** desempenha um papel
fundamental em varias patologias [87]-[89]. O Ca®** presente na matriz é um regulador
alostérico positivo de desidrogenases no ciclo do acido citrico e influencia a atividade dos
complexos da cadeia transportadora de eletrées. Quando a concentracdo de Ca?* mitocondrial
aumenta (figura 9), a producdo de ATP também aumenta, no entanto, um excesso de Ca*'
pode levar a abertura do poro de transicido de permeabilidade mitocondrial na membrana
mitocondrial interna. A abertura desse poro altera o potencial de membrana mitocondrial e
os cofatores de caspases sao libertados no citoplasma desencadeando uma cascata apoptotica

(871, [90].
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Figura 9 - Regulacao dos niveis de calcio mitocondrial. Adaptado de [83].
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1.1.3.4 Regulacao de apoptose

A apoptose é uma forma programada de morte celular essencial a homeostase dos
tecidos. Tem duas vias principais, a apoptose intrinseca mediada pela mitocondria, e a
apoptose extrinseca mediada por recetores de morte na superficie celular [91]-[94].

A via intrinseca (figura 10) é a via mitocondrial da apoptose. E ativada em resposta a
condicdes de stress, como danos no ADN ou stress oxidativo, resultando na permeabilizacao
da membrana externa mitocondrial [95]. A familia prd-apoptotica Bcl-2 regula essa
permeabilizacdo formando poros externos na membrana e levando a libertacao de proteinas
intermembranares mitocondriais como o citocromo c [96]. O citocromo ¢ forma um complexo
proteico composto por ele proprio, Apaf-1 e procaspase-9, ativando a caspase-9, que

subsequentemente ativa a caspase-3, e leva a apoptose [97].
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Figura 10 - Via de apoptose intrinseca. Adaptado de [90].
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1.2 Terapia génica mitocondrial

As doencas mitocondriais tém muitos efeitos nocivos na vida dos pacientes, e as
intervencoes classicas nao tém tido sucesso na luta contra essas doencas. Posto isto, o
interesse pela terapia génica tem vindo a crescer durante a Gltima década, tornando-se uma
tendéncia como abordagem terapéutica contra imensas doencas incuraveis.

Existem dois tipos principais de terapia génica: terapia génica de células somaticas e
terapia génica de células germinativas. A terapia génica germinativa consiste na introducao
de um gene nos gametas ou mais tarde no zigoto, o que resulta na transmissdo de um gene
benéfico para a descendéncia. Por muito bom que isto seja, os aspetos éticos tornaram
impossivel a sua aplicacdo em humanos. Portanto, a maior parte da pesquisa, hoje em dia,
centra-se em células somaticas [98].

No seguimento do exposto, tém vindo a desenvolver-se vetores génicos com alta
eficiéncia de transfecao e minimizacao da toxicidade.

Embora os vetores virais tenham revelado elevada eficacia, em contrapartida, a sua
toxicidade e dificuldade de producao limitam a sua aplicacao. Por outro lado, os vetores nao
virais tém uma baixa eficiéncia de transfecdo, mas sdo preferidos devido a sua menor
resposta imunitaria e maior seguranca [99].

A manipulacdo génica do ADNmt e dos seus produtos génicos sdo um assunto
importante para a investigacao no tratamento de disfuncdes do ADNmt. Um objetivo
importante deve ser a correcdo dos defeitos da fosforilacdo oxidativa, pois € uma
caracteristica comum entre os distlrbios mitocondriais. A pesquisa em terapia génica para o
tratamento de distirbios do ADNmt é um campo emergente conhecido como terapia génica
mitocondrial (TGM) [4].

Uma estratégia adequada de terapia génica mitocondrial (TGM) deve preencher um
numero minimo de requisitos [14]:

1) O sistema transportador deve ser inicialmente absorvido pela célula hospedeira
através de um mecanismo de internalizacdo, como por exemplo, a endocitose. Uma
vez dentro da célula, esse mesmo sistema deve direcionar-se para as mitocondrias em
vez de outros organelos intracelulares, como o nicleo, agindo como um agente
mitocondriotropico.

2) O material genético deve ser capaz de atravessar a membrana mitocondrial externa e
interna e alcancar a matriz onde podera atingir o seu alvo. O alvo pode variar dentro
de uma vasta lista que compreende todas as formas de acidos nucleicos (ADNmt,
ARNr, ARNt) dependendo do objetivo especifico.

3) O sistema transportador deve trazer um efeito benéfico para as mitocondrias. A
introducao do material genético pode ser benéfica pela correcao de uma mutacdo no
ADNmt ou pela modulacdo da expressao génica. No entanto, se comprometer a
integridade ou a sobrevivéncia da célula mesmo que estando associada a bons

resultados, pode nao ser um método de TGM viavel.

17



4) O vetor de transfecao mitocondrial deve garantir uma expressdao génica longa e

sustentada.

1.2.1 Terapia génica viral

Os vetores virais ja foram os mais comumente usados em terapia génica, devido a sua
alta eficiéncia de transducdo em células humanas e a sua capacidade de entrega de genes
terapéuticos. No entanto, os virus sdao entidades patogénicas, pelo que devem ser tomadas
medidas para evitar que o vetor viral provoque qualquer tipo de doenca. O método usual é
remover genes que sao essenciais para a replicacdo do virus o que também aumenta a
capacidade de alojar ADN exdgeno. As funcdes que eram entdo fornecidas pelos genes que
foram removidos e que estao, portanto, ausentes devem ser fornecidas por fontes
alternativas, como por exemplo a utilizacdo de um virus auxiliar para produzir os produtos
génicos em falta, mas na maioria dos casos € utilizada uma linha celular que é estavelmente
transformada com os genes virais apropriados [98].

Os vetores virais vulgarmente usados em laboratorio e clinica sao baseados em virus
de ADN e ARN. Alguns virus sao particularmente selecionados como veiculos de entrega de
genes por causa da sua capacidade de transportar genes estranhos e de distribuir,
eficientemente, esses genes associados a expressao génica eficiente. A entrega viral, ou
transducao, envolve o empacotamento de ADN ou, em alguns casos, ARN numa particula viral.
Uma vez que o ADN ou ARN é empacotado, o virus defeituoso pode ser isolado da linhagem
celular tornando-o entdo apto a infetar a célula-alvo e introduzir a sua carga de material
genético, mas nao se pode replicar nem causar sintomas de doenca. A transferéncia de genes
ocorre pelo processo normal de infecao viral e € ao mesmo tempo eficiente e seletiva a nivel
celular [98].

Estas sdo as principais razbes pelas quais vetores virais derivados de retrovirus,
adenovirus, adenovirus associados, virus herpes e vaccinia sao utilizados em mais de 70% dos
ensaios clinicos de terapia génica em todo o mundo. Como esses sistemas de vetor tém
vantagens e limitacoes exclusivas, cada um deles é usado em situacdes diferentes,
dependendo da sua adequacao ao problema [98], [100], [101].

No entanto, varias desvantagens apresentadas pelos vetores virais como a antigenicidade,
possibilidade de recombinacdo do virus (157), potenciais efeitos oncogénicos (158, 159),
dificuldade na producao em larga escala e instabilidade de armazenamento em conjunto com

casos fatais associados a uma grave resposta inflamatoria levou a procura de novos vetores.
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1.2.2 Terapia génica nao viral

A entrega de genes usando abordagens nao-virais tem sido amplamente estudada
como uma ferramenta basica para a transferéncia de genes intracelulares e terapia génica
[102].

Os métodos nao virais de entrega de genes tém sido explorados usando abordagens
fisicas (sem transportadores) e quimicas (usando vetores sintéticos) [102].

As abordagens fisicas incluem, microinjecao, injecao por agulha, eletroporacao,
ultrassons, injecdo a jato, e distribuicdo hidrodinamica e consistem em empregar uma forca
fisica que permeia a membrana celular e facilita a transferéncia de genes intracelulares [8],
[102], [103].

Contudo, a transferéncia de genes com ADN “nu” atrai muitos investigadores devido a
sua simplicidade e baixo nivel de toxicidade. No entanto a transferéncia génica mediada por
ADN “nu” usada como método de terapia génica pode nao ser plausivel porque o ADN sendo
altamente hidrofilico e de grande tamanho, é facilmente mantido fora das células por varias
barreiras fisicas. Além disso, a degradacdo do ADN por acdo das nucleases intra e
extracelulares reduz ainda mais a possibilidade do ADN entrar no organelo de interesse
intacto e funcional. A estratégia atual para melhorar a transferéncia génica de ADN “nu” é
incluir na solucdo de ADN substancias capazes de aumentar a eficiéncia de internalizacao do
ADN pelas células alvo, como por exemplo: solventes imisciveis em agua, polimeros nao
ionicos, surfactantes, ou solucdes hipotonicas [102].

As abordagens quimicas utilizam compostos sintéticos ou de origem natural como
veiculos para a entrega de genes as células [102], [103]. A estratégia mais estudada para a
entrega de genes nao-virais € a formulacao de particulas condensadas contendo ADN, usando
lipidos catidnicos ou polimeros cationicos. As particulas sdo absorvidas pelas células por
endocitose, macropinocitose ou fagocitose na forma de vesiculas intracelulares, das quais
uma pequena fracdo do ADN é libertada no citoplasma e, posteriormente, migra para o
organelo de interesse, onde ocorre a expressao do gene [102].

A terapia génica nao viral tem a capacidade de ultrapassar algumas das limitacoes
relacionadas com a terapia génica viral, como a carcinogénese, imunogenicidade, amplo
tropismo, limitada capacidade de empacotamento de ADN e dificuldade de producao vetorial
[103], [104]. Os vetores sintéticos tendem a ter menor imunogenicidade que os vetores virais,
tém o potencial de fornecer maiores cargas genéticas e sdo tipicamente mais faceis de
sintetizar do que os vetores virais. No entanto, os vetores sintéticos possuem uma baixa
eficiéncia de entrega em relacao aos vetores virais, porque, ao contrario dos virus que sao
capazes de entregar eficientemente o seu genoma as células de mamiferos, a maioria dos
vetores sintéticos sdo incapazes de transportar efetivamente a sua carga através das

multiplas barreiras que enfrentam [103].
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1.2.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia utiliza principios e técnicas a escala nano para criar novos
dispositivos e sistemas a base de principios e materiais bioldgicos de modo a compreender e
mudar os biossistemas e criar novos dispositivos e sistemas [105].

Os nanosistemas possuem propriedades fisicas e biologicas Unicas que podem ser
usadas para ultrapassar problemas de entrega de genes. Eles podem garantir protecao contra
a degradacao enzimatica, sdo capazes de contornar o sistema imunitario inato, apresentam
boa biodistribuicao, reduzem os efeitos colaterais, sdo seguros, ndao toxicos, reduzem a
resposta inflamatoria e a carga terapéutica pode ser libertada no alvo de interesse [6].

Nos dltimos anos, o aumento das abordagens terapéuticas direcionadas para
desordens mitocondriais, como a TGM, resultou na necessidade de desenvolver novos sistemas
de entrega de acidos nucleicos a mitocondria. Lipossomas, “DQAsomes”, micelas poliméricas
e nanoparticulas associados a compostos mitocondriotropicos (figura 11) como a rodamina e o
TPP sao exemplos de novos sistemas de entrega nao virais que respondem a essa mesma

necessidade [25].

“DQAsomes” Lipossomas Nanoparticulas

*—e | e j —e

Molécula mitocondriotropica
Automontagem de ou ligandos especificos da Molécula mitocondriotrépica
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Figura 11 - Nanotecnologia especifica para a mitocondria. Adaptado de [106].
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1.2.3.1 Sistemas ADNp/PEI

A polietilenimina (PEl) € um polimero sintético amplamente utilizado em diversas
aplicacdes. Em 1995, o PEI foi usado como vetor génico, alcancando altos niveis de transfecao
genética in vivo com valores comparaveis aqueles obtidos com vetores virais [107]. Desde
entdo, o PElI tem sido amplamente estudado e é considerado o mais eficiente policatido usado
em terapia génica. O mondémero basico de PEI possui um esqueleto de dois carbonos seguido
por um atomo de azoto, e pode ser sintetizado nas formas lineares (PEIl) ou ramificadas (PEIr)

[11], como mostrado na figura 12.
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Figura 12 - Estrutura quimica do PEI ramificado e do PEI linear. Adaptado de [135].

O PEIl é um polimero ndo degradavel no qual o peso molecular se correlaciona com a
citotoxicidade inerente e com a atividade de transfecao. Longas cadeias de PEl levam a
maiores eficiéncias de transfecdo, mas, em contrapartida, mostram valores mais altos de
citotoxicidade devido a perturbacdo pronunciada da membrana celular pela alta densidade de
carga das cadeias [108]-[110]. Estudos mostram que o tamanho mais adequado deve ser igual
ou inferior a 25 kDa devido a preocupacoes de seguranca relacionadas com a toxicidade do
polimero. No entanto, PEl com uma menor densidade de carga, bem como um menor peso
molecular, pode comprometer a eficiéncia da transfecdo [111].

No que diz respeito a formacao dos poliplexos ADNp/PEl, os grupos amina cationicos
(N) do PEI ligam-se aos grupos acidos anionicos (P) do ADN por atracao eletrostatica de forma
a neutralizar as cargas de superficie e de maneira a que o ADN seja condensado em agregados
individuais estaveis, facilitando a sua endocitose e fornecendo uma protecdo contra a
degradacao enzimatica antes de entrar na célula [12].

As propriedades do PEl como o peso molecular, a arquitetura da cadeia ou o grau de
ramificacao possuem um papel relevante na determinacao do comportamento dos poliplexos,
assim como na sua eficiéncia de transfecao e citotoxicidade [112]-[116]. Estudos recentes
comprovam que o PEl de elevado peso molecular é mais citotoxico, mas também mostra
melhor eficiéncia de transfecdo quando comparado com o PEl de baixo peso molecular.

Contudo, os sistemas de PElI de baixo peso molecular podem ser modificados de modo a
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alcancar uma eficiéncia de transfecdo semelhante ou maior do que os de maior peso
molecular [114], [117], [118]. Mais importante que o peso molecular, parece ser a arquitetura
da cadeia. O PEIr compacta o ADN de forma mais eficiente do que o PEIl, o que se deve a sua
maior densidade de grupos amina primarios. Devido a sua elevada densidade de carga, o PEIr
permite uma maior ligacao as células e absorcao celular, no entanto € mais citotoxico [115],
[119]-[121].

Além disso, a eficacia destes vetores a base de ADNp e PEl para a entrega de genes
esta dependente do racio entre os grupos azoto do polimero e os grupos fosfato ao ADN (racio
N/P), que tem influéncia direta no tamanho e nas cargas de superficie dos sistemas [112],
[115], [122]-[126].

Quando se fala do sistema “ideal” a escolha é dificil, porque ambos os poliplexos de
PEIl apresentam vantagens e desvantagens. Os sistemas de PEIl possuem tamanhos maiores e
baixas eficiéncias de encapsulacdao de genes ou farmacos; enquanto que os sistemas de PEIr
apresentam melhorias desses parametros, mas a citotoxicidade é elevada, especialmente

para racios N/P mais elevados [127].

1.3 Compostos mitocondriotrépicos

O direcionamento da terapia para organelos intracelulares especificos pode maximizar
o efeito do medicamento e minimizar os efeitos colaterais [128].

Durante a Ultima década, a utilizacdo de compostos com afinidade para a mitocondria
tem ganho muito interesse. Devido ao potencial negativo da membrana interna mitocondrial,
compostos com carga positiva acumulam-se na matriz mitocondrial contra o seu gradiente de
concentragao. Varios catides lipofilicos, como catides de alquiltrifenilfosfonio, rodamina e
péptidos cationicos, podem ligar-se ao composto bioativo de interesse de modo a melhorar a

sua absorcao mitocondrial [129].

1.3.1 Trifenilfosfonio

A classe principal de moléculas com direcionamento mitocondrial sdo os catides
lipofilicos deslocalizados (CLD). O catido trifenilfosfonio (TPP) é o mais comum dentro desta
classe e acumula-se em concentracdes 5 a 10 vezes maiores no citoplasma quando comparado
com o ambiente extracelular, e em concentracdes centenas de vezes maiores na mitocondria,
nomeadamente na membrana mitocondrial interna, quando comparado com o citoplasma
[130].

As propriedades exclusivas do TPP tém sido investigadas com o objetivo de ajudar a

direcionar uma série de agentes terapéuticos para a mitocondria, incluindo antioxidantes,
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agentes anticancerigenos, péptidos, acidos nucleicos, e fotossensibilizadores no caso da
terapia fotodinamica, através da conjugacdo direta com o farmaco ou através de um
nanotransportador. A capacidade de combinar as propriedades de direcionamento de CLD com
nanotransportadores pode resultar no desenvolvimento de novas tecnologias de distribuicao
de farmacos com potencial para tratar distUrbios mitocondriais, pois cargas mais elevadas,
libertacao controlada de farmacos no tempo e no espaco e farmacocinética melhorada podem
ser potencialmente alcancadas controlando a quimica do nanotransportador [130].

A eficiéncia de co-localizacdo do TPP com a mitocondria esta relacionada com a sua
natureza lipofilica e carga positiva deslocalizada, que permite ao TPP atravessar as
membranas (hidrofébicas) que possuem grandes potenciais negativos como é o caso da
mitocondria [128], [130] .

A figura 13 mostra a estrutura de uma molécula tipica com um grupo funcional ligado

ao catiao TPP.
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Figura 13 - Estrutura geral de uma molécula incluindo o grupo de direcionamento para a mitocondria,
TPP. Adaptado de [108].

A molécula possui uma porcédo nao direcionada (representada a azul) ligada ao catiao
lipofilico TPP (representado a vermelho) através de uma cadeia alquilo ou outro ligando
(representado a verde). Dependendo do comprimento da cadeia ligante (normalmente 2 a 10
carbonos), a lipofilicidade, a captacao celular e o local de sequestro mitocondrial podem
variar [129].

O direcionamento mitocondrial baseado no TPP possui diversas vantagens quando
comparado com outras abordagens de entrega de pequenas moléculas a mitocondria, sendo
elas: a estabilidade do TPP em sistemas biologicos, uma combinacao de propriedades
lipofilicas e hidrofilicas, a sintese e purificacao relativamente simples e a baixa reatividade

quimica em relacao aos componentes celulares [129].
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1.3.2 Rodamina 123

A rodamina 123 (Rho123) é um CLD que se acumula seletivamente nas mitocondrias de
células vivas, sem efeito citotoxico e que, devido a sua fluorescéncia verde, tem sido usada
como corante mitocondrial [131]. Na figura 14 esta representada a sua estrutura quimica.

A Rho123 demonstrou possuir atividade anticancerigena seletiva, tanto in vitro como
in vivo, quer quando utilizada isoladamente ou em combinacao com outros agentes
anticancerigenos. As mitocondrias de uma variedade de carcinomas retém a Rho123 por
periodos prolongados (2 a 5 dias), enquanto as células epiteliais normais a libertam em
poucas horas. A captacado e retencao aumentada da Rho123 em células cancerigenas deve-se
ao elevado potencial da membrana mitocondrial e plasmatica [129]. As diferencas do
potencial de membrana mitocondrial entre as células normais e cancerigenas contribuem para
a citotoxicidade seletiva apresentada por este composto. A toxicidade seletiva apresentada
pela Rho123 observa-se em varias células de carcinoma in vitro e em células da medula 6ssea,
além disso acumula-se também, seletivamente, in vivo no tecido tumoral de glioma quando
comparado com tecido cerebral normal.

Em comparacao com catides lipofilicos semelhantes a rodamina, os catides baseados
em TPP tém demonstrado maior eficiéncia na inibicdo da proliferacdo de células
cancerigenas, e numerosos compostos ligados ao TPP estao, atualmente, a ser desenvolvidos

para visar células cancerigenas de forma seletiva [129].

COOCH;Z
N HCI

HoN O NH

Figura 14 - Estrutura quimica da rodamina 123.
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Capitulo 2 - Objetivos

0 genoma mitocondrial esta sujeito a diversas mutacdes devido a falta de mecanismos
de protecao e reparo. Mutacoes em genes mitocondriais sdo uma causa bastante frequente de
alteracoes celulares ou anomalias dos seus constituintes, e na maioria dos casos, 0s
tratamentos convencionais que usam uma combinacdo de diferentes farmacos, sao
ineficientes.

A terapia génica mitocondrial surge como uma nova e promissora perspetiva para
tratar desordens do ADNmt. E uma abordagem pratica e potencialmente eficaz para tratar os
diversos fendtipos clinicos, uma vez que atua no local exato da mutacao.

Para que a terapia génica mitocondrial seja viavel em ambiente clinico, é imperativo
a formulacao de um sistema com capacidade para se direcionar para o organelo de interesse.
Assim sendo, o objetivo deste projeto € a criacao e funcionalizacdo de nanotransportadores
baseados na conjugacdo de ADNp e compostos mitocondriotrépicos, adequados para uma
entrega eficiente e direcionada de ADNp a mitocondria.

Para atingir esse objetivo, o projeto foi dividido em duas partes: primeiro a sintese de
nanoparticulas a base de ADNp/PElI e ADNp/PEIl/composto mitocondriotrépico (TPP e Rho123)
com racios N/P de 2 e 5 e concentracdes de 2 e 4 mg/mL de composto mitocondriotropico,
caracterizacao dos diferentes nanosistemas e comparacao dos mesmos; e de seguida,
avaliacao in vitro dos diferentes sistemas com estudos de transfecao e de co-localizacao por
microscopia confocal.

O sucesso deste trabalho baseia-se no estudo comparativo dos diferentes
nanosistemas de modo a perceber qual podera representar o vetor mais adequado para
possiveis avancos na entrega de genes mitocondriais, contribuindo para o desenvolvimento e

evolucao de terapias direcionadas a mitocondria.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Rodamina 123, isotiocianato de fluoresceina (FITC), polietilenimina (PEl),
paraformaldeido (PFA) e cloreto de sddio anidro da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Brometo de bromometil trifenilfosfénio (TPP) da Acros organics. Tetraborato de sédio
(Na,B407) da Merck. Agarose e Green Safe obtido a empresa NZYTech Lda. (Lisboa, Portugal).
Sonda DAPI para marcacao do nucleo e sonda Mitotracker® Orange CMTMROS e adquiridas a
empresa TermoFisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA). Etanol 100% da fabrica de
alcool Manuel Vieira & C? (Irm&o) Sucrs, Lda. (Torres Novas, Portugal). Meio de cultura celular
DMEM adquirido a empresa Biochrome AG (Alemanha).

A linha celular de cancro do célo do Utero (HelLa) foi adquirida a empresa ATCC
(Middlesex, U.K.). O plasmideo pCAG-mtND1 foi produzido por um protocolo experimental

desenvolvido pelo grupo [1].

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese e caracterizacao de nanoparticulas

3.2.1.1 Sintese de nanoparticulas a base de ADNp/PEI

Inicialmente foi preparada uma solucdo contendo tampao acetato de sodio e ADNp
(pCAG-mtND1) com uma concentracao de, aproximadamente, 20 pyg/mL.

Para preparar as nanoparticulas sem o composto mitocondriotrépico, pipetou-se para
cada eppendorf 400 pL da solucdo inicial de ADNp; com os compostos mitocondriotropicos
(TPP e Rho123) pipetou-se 200 pL da solucdo inicial e 200 pL do composto dissolvido em
tampéao acetato de sodio com concentracdes de 2 e 4 mg/mL. Posteriormente, adicionou-se
gota-a-gota durante 40 s e em agitacdo 100 pL de polimero PEl a cada eppendorf e deixamos
em agitacdo por mais 20 s apo6s esta adicdo. De seguida, as amostras foram colocadas a
temperatura ambiente durante 15 minutos e depois procedeu-se a uma centrifugacao de 20
minutos a 10 000 g e a 25°C.

Assim, obtiveram-se 10 amostras diferentes de nanoparticulas, que se enumeram:
ADNp/PEI racio 2; ADNp/PEI racio 5; ADNp/PEI racio 2/TPP [2 mg/mL]; ADNp/PEI racio 2/TPP
[4 mg/mL]; ADNp/PEI racio 5/TPP [2 mg/mL]; ADNp/PEI racio 5/TPP [4 mg/mL]; ADNp/PEI
racio 2/Rho123 [2 mg/mL]; ADNp/PEI racio 2/Rho123 [4 mg/mL]; ADNp/PEI racio 5/Rho123 [2
mg/mL] e ADNp/PEI racio 5/Rho123 [4 mg/mL].

27


https://www.google.pt/search?rlz=1C1GGRV_pt-PTPT752PT752&q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjC4_r9vYbcAhVE0RQKHQLgCWcQmxMItQEoATAQ

3.2.1.2 Morfologia das nanoparticulas

Formadas as nanoparticulas, o pellet foi recuperado e lavado 5 vezes com 200 pL de
agua desionizada, purificada com um sistema Mili-Q da Millipore (Billerica, MA, E.U.A.), e
entre cada lavagem foi feita uma centrifugacdo de 12 minutos a 13 000 rpm. Depois da ultima
centrifugacdo o pellet foi ressuspendido em 40 pL de tungsténio 1%. Posteriormente,
procedeu-se a uma diluicdo de 1:20 de cada amostra em agua desionizada e 10 pL dessa
diluicdo foi colocada sobre uma lamela redonda de 10 mm de diametro e deixada durante a
noite a temperatura ambiente para secar.

No dia seguinte, as amostras foram revestidas com ouro por pulverizacao catodica
usando um equipamento de revestimento por aspersao Emitech K550 (Londres, Inglaterra) e
analisadas por microscopio eletronico de varrimento (Hitachi S$-2700, Toquio, Japao),

operadas a uma voltagem de 20 kV com ampliacdes variaveis.

3.2.1.3 Eficiéncia de encapsulacao do ADNp

A eficiéncia de encapsulacao (EE) permite determinar se o ADNp foi encapsulado na
nanoparticula de forma eficiente. A EE foi determinada apés centrifugacdo, seguindo o
método descrito em 2.1.1., e recuperacao do sobrenadante. O sobrenadante contém o ADNp
que nao foi encapsulado nas nanoparticulas.

A concentracdo de ADNp nado encapsulado foi determinada por analise UV-vis a 260 nm
num nanofotoémetro (Implen, Munich, Alemanha).

Para fazer a marcacao do branco foi usado tampdo acetato de sdédio no caso nas
nanoparticulas sem composto mitocondriotropico e no caso das nanoparticulas contendo TPP
e Rho123 usou-se uma mistura em partes iguais do mesmo tampao com o respetivo composto.
Foram realizadas pelo menos trés medicoes independentes de cada amostra.

Para determinar os valores da EE recorreu-se a seguinte formula:

ADN}-’EM:[ B HDNPH&D gncapsulade
ADNpPeorar

EE (%) = x 100 (1)

Onde ADNpia € @ concentracdo de ADNp usado para formar as nanoparticulas e

ADNPy30 encapsulado € @ CONcentracao de ADNp obtida no sobrenadante.
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3.2.1.4 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi realizada para confirmar a eficiéncia de
encapsulacao do ADNp.

Foi realizada uma eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% e 1 yg/mL de Green
Safe e corrida a 120 V por 30 minutos em tampao TAE (40 mM Tris base, 20 mM de acido
acético e 1 mM EDTA, pH 8,0). O gel foi visualizado com recurso a exposicado a luz ultravioleta
(UV) no equipamento Uvitec Cambridge FireReader equipado com uma camara UV (UVITEC
Cambridge, Cambridge, Reino Unido).

3.2.1.5 Eficiéncia de encapsulacao da Rho123

De forma similar ao calculo da taxa de encapsulacdo do ADN plasmidico, a eficiéncia

de encapsulacdo de rodamina foi determinada através da seguinte equacao:

R'rm]-zarnmi - Rhﬂlzanén encapsulada
Rhol23. 001

EE (%) = = 100 (2)

A quantidade de Rho nao incorporada foi determinada através de espectrofotometria
de absorcdo usando cuvettes de quartzo de 1cm num espectrofotdmetro Shimadzu UV-vis
2100. As amostras de Rho foram dissolvidas em etanol. O coeficiente de extingcao molar, (g), é
85.200 M cm™ a 511 nm. Os comprimentos de onda de excitacio e emissdo foram,
respectivamente, 480 nm e 511 nm. A concentracdo de rodamina em cada amostra foi

determinada espetrofotometricamente por meio da construcao de uma curva de calibracao.

3.2.1.6 Tamanho das nanoparticulas e Potencial Zeta ({)

As nanoparticulas foram sintetizadas seguindo o método descrito em 3.2.1.1. Apos a
centrifugacao o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 600 pL de agua
mili-Q.

O tamanho médio das particulas e as cargas de superficie (potencial zeta) foram
determinados a 25°C usando um Zetasizer nano ZS. Dispersdao dindmica de luz usando um
laser He-Ne de 633 nm com o6tica nao-invasiva de retroespalhamento e espalhamento de luz
eletroforético usando a técnica de laser M3-PALS (analise de fase de espalhamento de luz)
foram aplicadas para avaliacdo do tamanho das particulas e das cargas de superficie,
respetivamente. Foi usado o software Malvern zetasizer v 6.34. Os valores médios de tamanho
e potencial zeta foram calculados com os dados obtidos a partir de trés medicdes + desvio

padrao.
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3.2.2 Crescimento e manutencao da cultura celular

Linha celular de células de cancro do colo do Utero previamente congeladas foi
retirada do armazenamento criogénico e descongelada em banho-maria a 37°C.
Imediatamente apos as células serem descongeladas, foram semeadas num frasco de cultura
estéril de 75 cm? com a ajuda de uma pipeta serologica estéril de 1 mL. Em seguida, foram
adicionados 10 mL de meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo
calor, 0,5 g de bicarbonato de sodio por litro, 1,10 g de HEPES/L e 100 g/mL de
estreptomicina e 100 unidades por mL de penicilina (Sigma), e o frasco foi colocado na
incubadora a 37°C, 5% CO, e 90% de humidade para um crescimento celular adequado.
Quando o meio comecou a mudar de uma cor rosa para uma cor mais alaranjada/amarelada,
foi substituido por 10 mL de meio novo para reabastecer os nutrientes e remover quaisquer
células mortas soltas. A cultura celular foi entao monitorizada diariamente e tipicamente, o
meio foi substituido a cada 2 ou 3 dias. O crescimento foi realizado até cerca de 90% da
confluéncia ter sido atingida. Neste ponto, as células sdo usadas para realizar experimentos
laboratoriais ou sao subcultivadas em novos frascos de cultura de 75 cm? suplementados com
10 mL de meio.

Para colher as células, primeiramente o meio foi trocado por uma solucao de PBS
(NaCl 8 g/L, KCl 0,2 g/L, Na,HPO,, 2 H,O 1,8 g/L, KH,PO, 0,3 g/L com um pH 7,4) para
remover quaisquer células mortas e detritos que possam existir. Posteriormente, a solucao de
PBS foi removida e 3 mL de solucao de tripsina recentemente descongelada foi adicionada
para promover o descolamento das células vivas que estivessem agarradas ao fundo do frasco.
Apos 3 min, foi adicionado 3 mL de meio para interromper o efeito da tripsina seguindo-se
uma pequena centrifugacao de 5 minutos a 360 g e 25°C. O pellet contendo as células vivas
foi recuperado.

Para determinar o nimero de células vivas, o pellet recuperado foi suavemente
suspenso em 5 mL de novo meio. Em seguida, uma pequena amostra de 20 pL foi coletada e
misturada com 20 pL de azul tripano. As células vivas foram entdo contadas com a ajuda de
uma camara de Neubauer, onde cada ponto branco representava uma célula viva.

Usando a seguinte formula, fomos capazes de estimar o niUmero de células vivas:

de célul L n® total de celulas de dil 0t (3)
2 < : = x fat iluicio X
1T e cetitas porm n? de quadrantes contados fator dediluicio

Neste caso o fator de diluicao é 2, porque o volume total apos a diluicdo é 40 L e o

volume de amostra antes da diluicao € 20 L.
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3.2.3 Marcacao do plasmideo com FITC

Para cada amostra de nanoparticulas, cerca de 2,5 pg de ADNp (a uma concentracao
de 100 pg/mL) foi marcado com o composto fluorescente FITC. A quantidade de plasmideo a
marcar esta relacionada com a area de crescimento do poco das placas a serem utilizadas,
neste caso vao ser usadas para estudos in vitro placas de 24 pocos em que cada poco possui
uma area de crescimento de cerca de 1,91 cm?.

Assim sendo, para cada amostra de nanoparticulas foi misturado num eppendorf cerca
de 25 pL de ADNp, 2 pL de FITC e 56,8 pL de labbeling buffer (0,020 g de Na,B,0; por mL de
agua desionizada), perfazendo um volume total de 85 pL. De seguida, os eppendorfs contendo
a mistura foram colocadas em agitacao durante 4 h num agitador de eppendorfs
(Programmable rotator-mixer, StarLab), a temperatura ambiente e protegido da luz. Passadas
as 4 h de agitacao, adicionou-se a cada eppendorf 1 volume (85 pL) de NaCl 3M e 2,5 volumes
(212,5 pL) de etanol 100% e incubou-se a -20 °C até ao dia seguinte.

No dia seguinte procedeu-se a uma centrifugacdo a 4°C durante 30 minutos a 12 000
g, e de seguida descartou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com 400 pL de etanol 75%, 2
ou 3 vezes até este deixar de se apresentar com uma cor laranja forte. Entre cada lavagem
procedeu-se a uma centrifugacado de 10 minutos, a 12000 g e 4°C. Apds a Ultima
centrifugacdo o plasmideo encontra-se marcado e pronto para a preparacdo das

nanoparticulas para posteriores estudos de microscopia confocal.

3.2.4 Estudo de transfecao in vitro

Para estudos de transfecao, as células foram semeadas em placas de 24 pogos,
contendo lamelas redondas, a uma densidade de 5x10* células/poco em 600 pL de meio DMEM
completo (com soro e antibiotico). Quando 90% da confluéncia foi atingida, o meio completo
foi substituido por meio incompleto (sem soro e sem antibiotico) e as células foram incubadas
a 37°C numa atmosfera de 90% de humidade e 5% de CO,, durante pelo menos 12 h para
permitir a transfecao.

Estando as células aptas para transfecdo e o plasmideo marcado com FITC, preparou-
se as nanoparticulas adicionando o tampao acetato de sédio, o composto mitocondriotropico
e o polimero, e apos a centrifugacao descrita no método 2.1.1. descartou-se o sobrenadante
e ressuspendeu-se o pellet em 300 puL de Opti-MEM. O meio incompleto das células foi
substituido, novamente, por meio completo e dos 300 pL de amostra obtidos apos a
ressupensao do pellet, 100 pyL foram adicionados a cada poco, obtendo assim triplicados de
cada amostra.

Apos 6 h de periodo de incubacdo apos a transfecdo, as células foram coradas com
100 nM de Mitotracker laranja CMTMROS por um periodo de 45 minutos a 37°C. As sondas

MitoTracker, que se difundem passivamente através da membrana plasmatica, s6 se podem
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acumular nas mitocondrias ativas. Uma vez que as mitocondrias sdao coradas, as células

podem ser tratadas para estudos de microscopia confocal.

3.2.5 Microscopia confocal de fluorescéncia

Apds a transfecao e coloracdo da mitocondria com a sonda MitoTracker, o meio
celular de cada poco foi descartado e as células foram lavadas 3 vezes com PBS.

Posteriormente, incubaram-se as células com 1 mL de PFA 4%, durante 10 minutos
para manter a estrutura celular e fixar as células. Passados os 10 minutos descartou-se o PFA
e lavou-se novamente as células 3 vezes com PBS e de seguida o nlcleo da célula foi corado
por incubacdo das células com 60 pL da sonda DAPI (1 pM), durante 10 minutos. Por fim, o
DAPI foi descartado e as células foram, novamente, lavadas 3 vezes com PBS.

As células foram entdo montadas colocando as lamelas de forma arredondada numa
ldmina com a ajuda da solucdo de Entellan e visualizadas através de microscopia confocal
(ZEISS LSM 710, Oberkochen, Alemanha).

De modo a manter a eficacia dos corantes, todos os procedimentos apos a transfecao
com as nanoparticulas, incluindo a preparacdao das mesmas com o ADNp marcado, foram
realizados na auséncia de luz.

O comprimento de onda de excitacao e emissao das sondas estao indicados na tabela

a seguir (tabela 2).

Tabela 2 - Comprimentos de onda de excitacao e emissao das diferentes sondas usadas na microscopia

confocal.
Sonda Excitacao (hnm) Emissdo (nm)
Rodamina 123 505 560
DAPI 340 488
FITC 490 525
Mitotracker Orange CMTMROS 554 576

32



Capitulo 4 - Resultados

4.1 Morfologia das nanoparticulas

De maneira a avaliar a morfologia e o tamanho das nanoparticulas foi usada a técnica
de microscopia eletronica de varrimento que utiliza um feixe de eletroes altamente
energéticos para fornecer informacdes sobre a topografia e morfologia de objetos a uma
escala muito pormenorizada. Neste caso, permite-nos compreender alguns aspetos
importantes dos diferentes sistemas, tais como a forma, tamanho e propriedades da
superficie. Foram avaliados vetores de ADNp/PEl, a dois valores diferentes de racio N/P, e

vetores funcionalizados com TPP e Rho123. As imagens obtidas sao mostradas na figura 15.

LME/CO-UBI 20.0kV 6.3mm x10 Ok

baseadas em ADNp/PEIl e em ADNp/PEI/composto mitocondriotropico, com diferentes
ampliacdes. A) ADNp/PEI com racio N/P de 2; B) ADNp/PEI com racio N/P de 5; C) ADNp/PEIl com
racio N/P de 2/TPP 2 mg/mL; D) ADNp/PEI com racio N/P de 2/TPP 4 mg/mL; E) ADNp/PEl com
racio N/P de 5/TPP 2 mg/mL; F) ADNp/PEI com racio N/P de 5/TPP 4 mg/mL; G) ADNp/PEIl com
racio N/P de 2/Rho123 2 mg/mL; H) ADNp/PEI com racio N/P de 2/Rho123 4 mg/mL; |) ADNp/PEI
com racio N/P de 5/Rho123 2 mg/mL; J) ADNp/PEIl com racio N/P de 5/Rho123 4 mg/mL.
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As imagens de microscopia eletronica de varrimento exibem nanoparticulas, de forma
geral, oval ou arredondada e com tamanhos inferiores a 500 nm. Os sistemas com racio N/P
de 2 sem composto mitocondriotrépico e com TPP, apresentam uma forma mais esférica e
regular, enquanto que os sistemas com o mesmo racio e com a Rho123 apresentam uma maior
polidispersidade, uma forma mais irregular e a agregacao é evidente. Os vetores formulados
com racio N/P de 5, com e sem os compostos mitocondriotropicos apresentam, de forma
geral, uma morfologia irregular, com visivel agregacdao aparentando ser também mais

polidispersos.

4.2 Tamanho das nanoparticulas

O tamanho € uma propriedade importante dos nanosistemas. Para obter informacao
relativa ao tamanho médio dos diferentes vetores recorremos a técnica de espalhamento
dinamico de luz (Dynamic Light Scattering) e ao equipamento Zetasizer nano ZS e os
resultados estao representados na tabela 3.

Tabela 3 - Tamanho médio do ADN plasmidico e dos diferentes nanosistemas. Os resultados foram
obtidos através de trés medidas independentes (média + desvio padrao, n=3).

Nanoparticulas N/P  Tamanho (nm)
ADNp - 667 = 7.9
ADNp/PEI 2 288 + 6.5
ADNp/PEI 5 151 + 4.6
ADNp/PEI/TPP [2 mg/mL] 2 242 £2.9
ADNp/PEI/TPP [4 mg/mL] 2 283 £ 6.4
ADNp/PEI/TPP [2 mg/mL] 5 133+ 4.2
ADNp/PEI/TPP [4 mg/mL] 5 117 £ 1.9
ADNp/PEI/Rho123 [2 mg/mL] 2 257 + 8.6
ADNp/PEI/Rho123 [4 mg/mL] 2 278 £ 5.5
ADNp/PEI/Rho123 [2 mg/mL] 5 154 + 6.1
ADNp/PEI/Rho123 [4 mg/mL] 5 169 + 4.8

Nos sistemas sem composto mitocondriotropico, pode observar-se que os vetores
formulados a racio 5 tém um tamanho significativamente menor (151 nm) do que os sistemas
preparados a um racio de 2 (288 nm). O mesmo acontece com as nanoparticulas que incluem
o composto mitocondriotropico. Tanto no caso dos sistemas com TPP como naqueles contendo
Rho123, verifica-se uma diminuicdo significativa do tamanho das nanoparticulas quando se
usa o racio 5 em vez do racio 2.

Quanto a influéncia da concentracao de TPP ou de Rho123 no tamanho dos veiculos,
verifica-se que as nanoparticulas possuem tamanhos mais reduzidos quando se usa uma
concentracao de composto de 2 mg/mL, com excecao dos sistemas com TPP e racio N/P de 5
em que o tamanho das nanoparticulas é maior com uma concentracdo de composto de 2

mg/mL.
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Como termo de comparacdo, apresenta-se também o tamanho do ADNp, que

apresenta um tamanho de 667 nm.

4.3 Potencial ¢

A carga superficial das particulas sintetizadas foi avaliada. Na tabela 4 encontram-se

representados os valores do potencial zeta para cada nanosistema em estudo.

Tabela 4 - Potencial zeta do ADNp e dos diferentes nanosistemas. Os resultados foram obtidos
através de trés medidas independentes (média + desvio padrao, n=3).

Nanoparticulas N/P  Potencial { (mV)
ADNp - -98 + 3.1
ADNp/PEI 2 +21 £ 0.9
ADNp/PEI 5 +29 + 3.3
ADNp/PEI/TPP [2 mg/mL] 2 +33+5.7
ADNp/PEI/TPP [4 mg/mL] 2 +36 + 4.0
ADNp/PEI/TPP [2 mg/mL] 5 +40 £1.3
ADNp/PEI/TPP [4 mg/mL] 5 +47 £2.5
ADNp/PEI/Rh0123 [2 mg/mL] 2 +21+2.7
ADNp/PEI/Rho123 [4 mg/mL] 2 +23+1.8
ADNp/PEI/Rh0123 [2 mg/mL] 5 +39 + 4.6
ADNp/PEI/Rho123 [4 mg/mL] 5 +42 £5.2

Todos os sistemas apresentam uma carga de superficie positiva, a variar entre os 20 e
os 50 mV. Os vetores ADNp/PEIl possuem valores de potencial zeta ligeiramente mais elevados
quando é usado o racio N/P de 5 do que quando é usado o racio de 2. Nos sistemas contendo o
agente mitocondriotropico, TPP ou Rho123, podemos observar uma carga de superficie mais
elevada também para os sistemas com racio N/P de 5.

Quanto a influéncia da concentracdo de composto mitocondriotrépico na carga de
superficie das nanoparticulas, podemos observar que, de forma geral, a presenca tanto de
TPP como de Rho123 provoca um ligeiro aumento do potencial {, aumento esse que é mais
visivel quando é usada uma concentracao de 4 mg/mL de composto.

Como termo de comparacao, temos o valor do potencial apenas para o ADNp que é de

cerca de -98 mV.

4.4 Eficiéncia de encapsulacao

De maneira a atingir os objetivos terapéuticos pretendidos é necessario que uma
quantidade significativa de plasmideo atinja o alvo pretendido. A eficiéncia de encapsulagao
(EE) permite-nos avaliar se o plasmideo foi incorporado de forma eficiente nas
nanoparticulas. Na tabela 5 encontram-se representadas as EE do ADNp que foram calculadas

para todos os nanosistemas em estudo e a EE da Rho123 para os sistemas que possuem o
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composto. Todos os sistemas apresentam valores de EE do ADNp superiores a 70%. As
nanoparticulas formuladas tendo em conta um racio N/P de 5 atingem taxas de encapsulacdo
de ADNp superiores a 80%, enquanto que as nanoparticulas de racio 2 apresentam valores
inferiores. A presenca do agente mitocondriotropico parece nao afetar a encapsulacdao do
plasmideo nos veiculos poliméricos.

Para confirmar a eficiéncia de encapsulacao do plasmideo foi realizado um gel de
eletroforese (figura 16) onde se utilizou uma amostra de ADNp como controlo. A nao
existéncia de bandas correspondentes ao ADNp, para todos os sistemas estudados, sugere que

a formacao das nanoparticulas promove uma eficiéncia de encapsulacao de ADNp elevada.

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose que comprova a eficiéncia de encapsulacao do
plasmideo. A) ADNp; B) ADNp/PEI racio N/P de 2; C) ADNp/PEI racio N/P de 5; D) ADNp/PEI racio
N/P de 2/ [2 mg/mL] de TPP; E) ADNp/PEI racio N/P de 2/ [4 mg/mL] de TPP; F) ADNp/PEI racio

N/P de 5/ [2 mg/mL] de TPP; G) ADNp/PEI racio N/P de 5/ [4 mg/mL] de TPP.

Tabela 5 - Eficiéncia de encapsulacao do plasmideo para os diferentes nanosistemas e da rodamina
para os sistemas que incorporam o composto. Os resultados foram obtidos através de trés medidas
independentes (média * desvio padrao, n=3).

Nanoparticulas N/P Eficiéncia de Encapsulacao (%)

ADNp Rho123
ADNp/PEI 2 74 + 3.9 -
ADNp/PEI 5 83 +5.2 -
ADNp/PEI/TPP [2 mg/mL] 2 76 £+2.9 -
ADNp/PEI/TPP [4 mg/mL] 2 77 + 2.1 -
ADNp/PEI/TPP [2 mg/mL] 5 82 +6.8 -
ADNp/PEI/TPP [4 mg/mL] 5 85 + 4.3 -

ADNp/PEI/Rho123 [2 mg/mL] 2 78 +7.3 70+1.9

ADNp/PEI/Rho123 [4 mg/mL] 2 77 £+ 4.6 73+£2.0

ADNp/PEI/Rh0123 [2 mg/mL] 5 83+5.9 74 £5.3

ADNp/PEI/Rho123 [4 mg/mL] 5 84 +2.2 78 + 4.5
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Quanto aos sistemas baseados em ADNp e Rho123, todos eles apresentam uma EE
do composto superior a 70%, e parece haver uma ligeira influéncia da concentracdao de
Rho123 na sua taxa de encapsulacao, sendo que a EE aumenta ligeiramente quando se
aumenta a concentracdo do composto. O racio N/P de PEI parece ndo afetar a encapsulacao
da Rho123 nos vetores.

4.5 Ensaios in vitro

Sendo o objetivo deste trabalho direcionar as nanoparticulas que contém o vetor
de ADN para a mitocondria, é necessario saber se a captacao celular e internalizacao dos
diferentes nanosistemas em estudo é possivel e avaliar a eficacia de direcionamento para o
organelo de interesse. Para tal recorremos a microscopia confocal de fluorescéncia,
nomeadamente, a estudos de co-localizacdo com os nucleos e mitocondrias corados com
sondas fluorescentes. A figura 17 mostra imagens para o sistema ADNp/PEl racio N/P de
5/Rho123 [4 mg/mL].

Figura 17 - Capacidade de transfecdo e estudos de co-localizacdo para as nanoparticulas de
ADNp/PEI racio 5/Rho123 [4mg/mL]. A) Nlcleos marcados a azul pela sonda DAPI; B) ADNp marcado
a verde pela sonda FITC; C) Nanoparticulas marcadas a laranja devido a presenca de Rho123 na sua

composicao; D) Mitocondrias marcadas a vermelho pela sonda Mitotracker Orange CMTMROS; E)
Sobreposicao de todas as imagens.

Como podemos observar, pela coloracao verde proveniente do ADNp marcado com
FITC visivel na imagem B, as nanoparticulas foram capazes de entrar e ser internalizadas nas

células. A presenca de rodamina, na imagem C, é outra evidéncia de internalizacdo das
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nanoparticulas a da sua localizacao especifica nas mitocondrias. A sobreposicao das varias
imagens, complementada com a diferente coloracdo do nicleo e mitocondria, permite
detetar a presenca dos vetores nas mitocondrias das células. A imagem E sugere que a co-
localizacdo ocorre na mitocondria e ndo no nicleo. Estes dados parecem ser consistentes com
a afinidade do vetor pelas mitocondrias das células e com a sua localizacao intracelular neste
organelo.

O objetivo seguinte foi comparar a capacidade de transfecao e de direcionamento

para a mitocondria dos diferentes sistemas em estudo (figura 18).

A C

Figura 18 - Capacidade de transfecao e de direcionamento para a mitocondria dos diferentes
sistemas. A) ADNp/PEI racio N/P de 2; B) ADNp/PEI racio N/P de 5; C) ADNp/PEI racio N/P de 2/TPP [2
mg/mL]; D) ADNp/PEI racio N/P de 2/TPP [4 mg/mL]; E) ADNp/PEI racio N/P de 5/TPP [2 mg/mL]; F)
ADNp/PEI racio N/P de 5/TPP [4 mg/mL]; G) ADNp/PEIl racio N/P de 2/Rho123 [2 mg/mL]; H)
ADNp/PEI racio N/P de 2/Rho123 [4 mg/mL]; I) ADNp/PEI racio N/P de 5/Rho123 [2 mg/mL]; J)
ADNp/PEI racio N/P de 5/Rho123 [4 mg/mL].
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Como podemos observar, todos os diferentes sistemas foram capazes de entrar nas
células. Nas imagens A e B podemos ver com tonalidade verde as nanoparticulas de ADNp/PEI
que na auséncia de um composto mitocondriotrépico se localizam no nucleo ou citoplasma
das células. Nas imagens C, D, E e F que representam os vetores com TPP, podemos verificar
uma sobreposicao da cor laranja que representa a coloracdo das mitocondrias com a cor
verde que resulta da marcacao do ADNp com FITC, o que nos permite afirmar que ha uma co-
localizacdo das nanoparticulas com as mitocondrias. Nas imagens G, H, | e J relativas aos
sistemas com Rho123, é visivel uma sobreposicao da cor vermelha proveniente da sonda
MitoTracker, com a cor laranja que representa o composto Rho123 e com a cor verde que
resulta da marcacdo do ADNp com FITC, o que também apoia a hipotese de que as
nanoparticulas se direcionam para as mitocondrias.

Pelos resultados obtidos, € notéria a evidéncia de que ocorreu transfecao celular para
todos os diferentes nanosistemas e que no caso dos sistemas que possuem TPP ou Rho123 na
sua composicao, estes demonstram afinidade mitocondrial sendo direcionados para este
organelo celular. Apesar destes dados promissores, e pela auséncia de informacao relativa a
expressao da proteina mitocondrial, neste momento é dificil inferir de forma exata e
inequivoca sobre a entrega efetiva do ADNp a mitocondria. Estudos complementares serdao
realizados futuramente tendo como foco a expressao do gene de interesse e consequente

producao da proteina.
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Capitulo 5 - Discussao

A investigacdo no tratamento de doencas incuraveis tem vindo a ganhar um interesse
exponencial nas ultimas décadas. O genoma mitocondrial é particularmente vulneravel a
mutacdes devido a sua proximidade dos locais de producao de ERO, o que provoca uma vasta
gama de citopatias e doencas neuromusculares. No entanto, embora o conhecimento da
mitocondria e do ADNmt tenha vindo a crescer, ainda nao existe nenhum farmaco especifico
que trate as doencas mitocondriais de forma eficaz e as opcoes de tratamento sao limitadas e
mal sucedidas. Assim, para corrigir e resolver essa lacuna, surge a TGM como uma abordagem
inovadora no tratamento dessas mesmas doencas.

De modo a evoluirmos nesse sentido tentamos criar um vetor com afinidade pela
mitocondria que nos possa oferecer um conjunto de caracteristicas adequadas a transfecao
celular e direcionamento mitocondrial com vista a expressdo do gene mitocondrial de
interesse, para uso em aplicacées de TGM.

Apesar da eficiéncia obtida com vetores virais, a sua antigenicidade, efeitos
oncogénicos e instabilidade de armazenamento tém contribuido para o desenvolvimento de
vetores nao virais que oferecem muitas vantagens como a producdo mais facil e econdémica,
resposta imunoldgica muito baixa e maior capacidade de carga de ADN [122], [127]. No que
diz respeito a terapia de problemas oncologicos, um desafio para os vetores nao virais é o
direcionamento eficiente dos genes terapéuticos para o tecido tumoral. Uma vez que atingem
o local, tém que ser capazes de se ligar as células-alvo e permitir a expressao do gene. Nos
Ultimos anos tém-se vindo a desenvolver novas estratégias de direcionamento desses mesmos
vetores para as células, baseadas em formulagdes lipossomicas, poliméricas e poliaminas
[122]. O polimero PElI tem uma densidade de carga cationica muito elevada, sendo um
excelente promotor de complexos de ADN estaveis com tamanho e forma adequados. A
capacidade desses agentes catidnicos de compactar e condensar o ADN depende da atracao
entre as hélices do ADN que medeiam, neutralizando as cargas dos grupos fosfato do ADN,
tornando desfavoraveis as interacdes ADN-solvente. Além disso, eles podem carregar
eficientemente tanto farmacos como genes e tém a capacidade de os libertar de forma
controlada [122].

Neste projeto, o foco foi o desenvolvimento de um vetor com afinidade mitocondrial
baseado num plasmideo contendo um gene mitocondrial de interesse terapéutico. Deste
modo, o projeto teve inicio com o desenho e formulacdo de nanoparticulas poliméricas
baseadas em ADNp e também compostos mitocondriotropicos reconhecidos, como o TPP e a
Rho123. Apo6s a sintese, as nanoparticulas a base de ADNp/PEl, ADNp/PEI/TPP e
ADNp/PEI/Rho123 foram caracterizadas no que respeita a eficiéncia de encapsulacdo de ADNp
e Rho123, morfologia, tamanho e carga de superficie. O PEI foi usado com o objetivo de

promover a compactacdo do ADNp e a formacdo de complexos estaveis a escala nano,
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enquanto que o TPP e a Rho123 foram usados com a finalidade de direcionar as

nanoparticulas para a mitocondria.

Escolha do Plasmideo e Formacao dos vetores: Com o objectivo de apresentar um

vetor mitocondrial vidvel para tratamento de doencas mitocondriais relacionadas com
mutacdes no ADN mitocondrial, nos Ultimos anos o grupo liderado pela Prof.? Diana Costa
desenvolveu um plasmideo contendo o gene mitocondrial ND1 que codifica a proteina NADH
desidrogenase | do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial. Esta proteina tem enorme
relevancia no normal funcionamento da mitocondria, sendo de grande interesse terapéutico
[1]. Neste projeto de mestrado, o plasmideo desenvolvido, pCAG-GFP-ND1 foi utilizado. Este
ADNp foi encapsulado em nanoparticulas poliméricas por interaccdo electrostatica com o
policatidao PEI. Devido & grande densidade de carga do PEI, a simples adicao de PEI ao ADNp
levou & sua compactacdo em complexos nanométricos de elevada estabilidade. Este é um
método facil, simples e econdmico de formulacdo de sistemas de entrega. Os vetores foram
formulados considerando diferentes racios N/P, razao entre os grupos amina do PEl e os
grupos fosfato de ADNp. O potencial do racio N/P na manipulacdo das propriedades dos
complexos desenvolvidos é hoje amplamente conhecido e tem sido explorado para melhorar
as caracteristicas de nanoparticulas de PEI/ADNp [127]. Aos sistemas de PEI/ADNp foram
adicionados os compostos TPP ou Rho123 na tentativa de incorporar agentes com afinidade
mitocondrial nas nanoparticulas poliméricas. Esta estratégia ja revelou, anteriormente, ser

valida na preparacao de vetores com habilidade de direcionamento para a mitocondria [131].

Propriedades dos sistemas: Relativamente as propriedades dos sistemas formulados,
PEI/ADNp, PEI/ADNp/TPP e PEI/ADNp/Rho123, verificou-se que todos os vetores possuem

forma esférica ou oval com tamanhos inferiores a 300 nm. Apesar de todos os sistemas

apresentarem tamanhos inferiores a 300 nm, o que os torna capazes de atravessar 0s
nanoporos existentes nas membranas celulares, os sistemas com racio N/P de 5,
independentemente da presenca ou nao de TPP e da concentracao do mesmo, apresentam um
menor tamanho, o que pode ser justificado tendo em consideracdo o valor mais elevado do
racio N/P utilizado na formacao das nanoparticulas. Um maior racio que implica a presenca
de um maior nimero de grupos amina do PEl, leva a uma maior compactacdao do ADNp.
Podemos confirmar isso ao verificar que o tamanho do ADNp sem o polimero é de cerca de
667 nm. Quando se trata da morfologia e recorrendo a microscopia eletronica de varrimento,
podemos afirmar que, de forma geral, as nanoparticulas sdao arredondadas apesar de, em
alguns casos apresentarem uma forma mais irregular, maior agregacao e alguma
polidispersidade em termos de tamanho, o que talvez pudesse ser resolvido filtrando as
amostras.

Um aspeto relevante no desenvolvimento de novos vetores € a sua capacidade de

incorporacao de bioactivos. As taxas de eficiéncia de encapsulacdo de ADNp e Rho123 foram
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determinadas para os varios sistemas estudados. Todas as formulacdes apresentaram uma
eficiéncia de encapsulacdao de ADN superior a 70% e no caso dos sistemas com racio N/P de 5
chega a atingir os 80%, o que os torna potenciais veiculos de entrega em terapia génica. Foi
possivel determinar também a taxa de encapsulacdo do agente Rho123 para os sistemas
incluindo este composto. Os valores de EE para a Rho123 foram também elevados,
confirmando a incorporacao eficiente deste composto fluorescente nas nanoparticulas. A
quantidade inicial de Rho123 afeta, apenas, subtilmente a EE.

Os valores de potencial zeta para os varios vetores foram determinados. Todos os
sistemas apresentaram carga de superficie positiva sendo que, os sistemas com racio N/P de 5
e TPP e os sistemas com concentracao de 4 mg/mL de Rho123 apresentam os valores mais
elevados, e, com excecao dos sistemas sem composto mitocondriotropico e dos sistemas com
racio N/P de 2 que incorporam a Rho123, todos apresentam carga de superficie superior a +30
mV, o que os torna capazes de permear eficientemente a membrana celular das células-alvo.
Em termos de comparacao temos o valor do potencial do ADNp (-98 mV), que pode ser
explicado pelo facto de o ADN estar associado a histonas, que apresentam carga positiva e sao
responsaveis pela neutralizacdo das cargas elétricas, ou seja, quando presentes anulam a
carga negativa dos grupos fosfato do ADN. Uma vez que o ADNp nao possui as referidas
proteinas a sua carga de superficie sera negativa.

De acordo com a literatura, nanoparticulas com cargas de superficie superiores a +30
mV sao consideradas fortemente catiénicas, o que favorece a capacidade de entrada nas
células, uma vez que a membrana celular possui carga negativa [132]. Para além da carga de
superficie, também a morfologia e o tamanho sdao parametros importantes, e o equilibrio
entre todas essas propriedades pode determinar a eficiéncia de internalizacdo celular do
vetor e a eficiéncia de transfecao génica [131], [133]. Quanto mais pequenas forem as
nanoparticulas mais rapida é a capacidade de difusdo e mais facilmente atingem as células-
alvo onde podem exercer o seu efeito terapéutico [131]. Estudos demonstram que
nanoparticulas esféricas, carregadas positivamente e com tamanhos inferiores a 300 nm
geralmente favorecem a captacao celular, no entanto as caracteristicas otimas dos vetores
para uma eficiente captacao celular podem variar de acordo com o tipo de célula [134]. A
eficiéncia de encapsulagdo do plasmideo é também um parametro essencial na caracterizacao
de nanosistemas terapéuticos, uma vez que é indispensavel que uma quantidade elevada de
ADNp seja encapsulada para que a expressdo génica possa ser promovida e a proteina de

interesse terapéutico devidamente sintetizada e, assim, se obtenha o efeito desejado.

Estudos de transfecao in vitro: Numa segunda fase do projeto procedemos a estudos

de transfecdo in vitro e de co-localizacdo por microscopia confocal de fluorescéncia, onde o
nucleo e as mitocondrias foram corados com sondas fluorescentes adequadas e o plasmideo

foi marcado com o composto fluorescente FITC.
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Todos os diferentes sistemas apresentam uma boa capacidade de captacao e
internalizacao celular. O processo de internalizacao celular ocorre por endocitose, em que o
ambiente acidico dos endossomas permite que as nanoparticulas se dissolvam e libertem o
composto bioativo que transportam no interior da célula [1], [132].

O processo de transfecao foi bem sucedido com todos os sistemas e podemos observar
que na auséncia de composto com afinidade para a mitocondria estes se localizam no
citoplasma ou no nlcleo, e os sistemas com o composto mitocondriotropico se localizam nas
mitocondrias.

Na auséncia de agentes mitocondriotropicos, as nanoparticulas sdo capazes de
ultrapassar a membrana celular e serem internalizadas por endocitose. O pH intracelular ira
favorecer a ruptura dos endossomas dando-se consequentemente a libertacao do ADNp no
citoplasma. Para que o ADNp possa ser integrado no nlcleo, tera de ultrapassar a barreira
nuclear. Durante o processo de divisdao celular, este mecanismo é facilitado uma vez que os
poros nucleares abrem, permitindo que o ADNp chegue ao nucleo da célula [131], [132].
Contudo, o gene transportado por estes vetores nao poderia ser expresso no nlcleo, uma vez
que pertence apenas ao genoma mitocondrial que é diferente do genoma nuclear [132].

Na presenca dos compostos mitocondriotropicos, as nanoparticulas adquirem
propriedades de afinidade mitocondrial, nhomeadamente a lipofilicidade que lhes permite
atravessar a membrana plasmatica e mitocondrial [129], [131], e que explica a co-localizacao
dos sistemas na mitocondria. Como a mitocondria possui o seu préprio genoma e a maquinaria
propria para producdo de proteinas mitocondriais, sera expectavel que a incorporacdo, na
mitocondria, de um plasmideo contendo um gene mitocondrial resulte na expressdao da
proteina de interesse. No entanto, ndo é possivel neste momento a apresentacao de
resultados da expressdao do gene de interesse e consequente producdo da proteina. Estudos

posteriores e em curso poderao num futuro proximo apresentar respostas neste tema.
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Capitulo 6 - Conclusdées e Perspetivas

Futuras

A terapia génica mitocondrial pode ser uma abordagem bastante promissora para
restabelecer a funcdao mitocondrial em células mutadas e com deficiente funcionamento da
cadeia respiratoria. Para que a terapia génica mitocondrial possa ser considerada valida e
realizavel em contexto clinico, este topico de investigacdo ainda necessita de evoluir no
sentido da obtencdo de um vetor com afinidade mitocondrial, capaz de entregar as
mitocondrias um gene mitocondrial de interesse terapéutico para expressao de uma proteina
funcional. Deste modo, o normal funcionamento da mitocondria podera ser restabelecido e
esta estratégia podera ser uma aposta promissora no tratamento das diversas desordens
mitocondriais que afectam milhares de pacientes em todo o Mundo. Na tentativa de oferecer
um contributo significativo nesta area de investigacdo, ainda pouco explorada, este projeto
teve como objetivo primordial a formulacao de um sistema baseado em ADNp com afinidade
mitocondrial.

Vetores poliméricos a base de PEI/ADNp e agentes mitocondriotropicos, rodamina 123
e trifenilfosfonio, foram desenvolvidos e as suas propriedades (morfologia, tamanho,
potencial zeta e capacidade de encapsulacao de bioactivos) foram avaliadas. Estes
nanosistemas biocompativeis apresentaram morfologia esférica ou oval, tamanhos adequados
para fins de terapia génica, valores positivos de potencial zeta e boas taxas de encapsulacdo
de ADN plasmidico. Além disso, os vetores de ADNp podem ser facilmente internalizados em
células de cancro do colo do Utero e a microscopia confocal de fluorescéncia confirmou a
entrega direcionada dos sistemas as mitocondrias. Portanto, o objetivo de criacdo de um novo
sistema a ser aplicado na area da terapia génica mitocondrial, foi alcancado.

De entre todos os vetores desenvolvidos, o que parece mais adequado para uso em
terapia génica mitocondrial é o sistema ADNp/PEl com racio N/P de 5/TPP 4 mg/mL, uma vez
que é o que possui uma morfologia mais arredondada e sem aglomerados, tamanhos mais
pequenos, maior eficiéncia de encapsulacdo do plasmideo, potencial zeta mais positivo e
também mostrou uma eficiente capacidade de transfecao e internalizacao celular.

Num futuro proximo, seria de valor testar a capacidade de internalizacdo celular e

-

transfecdo dos vetores desenvolvidos noutros tipos de células. Proceder
separacao/isolamento das mitocondrias das restantes fraccoes celulares e seguir a
fluorescéncia do ADNp-FITC podera ser util como forma de monitorizar a eficiéncia de
transfecao e identificar a co-localizacéo intracelular das nanoparticulas.

Por outro lado, a avaliacao da expressao do gene, por meio de técnicas de PCR podera
trazer informacao relevante acerca da eficiéncia de transfecdo e da possivel producao da

proteina mitocondrial de interesse. De seguida, e na eventual presenca de transcritos,
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estudos complementares (por exemplo, western blot) serao necessarios para averiguar a

presenca da proteina e proceder a sua quantificacio.
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